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肺癌患者 に お け る 末梢血 リ ン パ 球 くpe rlphe ral blo od lym pho cyte ， P B Ll の 自己 腫瘍細胞 に対 す
る免疫学的抗腫瘍括性 の 様相 を ， ナ チ ュ ラ ル キラ ー く1－atu r al kille r， NKl 細胞清性およ び リ コ ン ビナ ン
トイ ン タ ー ロ イ キ ン 2 くreco mbin a ntinterle ukin 2， rI し21 刺激， O K－4 32什し2 誘導物質1 刺激あ る い
は自己 リ ン パ 球腫瘍細胞混合培養 くa utologo u smixed lym pho cyte stu mo r c ellc ultu r e
，
a utOlogo u s
M L T Cl で 誘導さ れ る細胞傷害清性 ， モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 に よ る リ ン パ 球亜 群の 分類 な どを指標と し て
検討 した0 ま た ， 養子 免疫療法くadoptiveim m u n othe rap y， A m の 実験的モ デ ル と して ， 鶏卵法 を用
い て 自己 リ ン パ 球 よ り誘導 した リ ン ホ カイ ン 活性化キ ラ ー く1ym phokin e a ctiv ated ki11er， LA印 紙胞の
自己腰瘍組織 に 対す る 抗腰瘍活性 を検討 し た － P B Lを単独 で 培養 して も ， N E抵抗性 の ヒ ト肺癌培養株
細胞 や自己 腫 瘍細胞 に 対す る細胞傷害活性 は認め ら れ ず ， P B L自体 に よ る抗腫瘍活性 は極 め て 低 い と
考え られ た ． しか し ， P B Lを rl し2や O K－432存在下 で 7 日間培養す る と ， K 562 に 対す る細胞傷害活
性 が増強さ れ る と と も に
－
ヒ ト肺癌培養株細胞 や自己腫瘍細胞 に 対 し ても 著明な細胞傷害性が誘導さ れ
た ． さ らに ， P B Lを rI L 2 とマ イ ト マ イ シ ン C くmito mycin C ， M M Cl 処理 した自己 腫瘍細胞存在下
で 7 日間培養す る と ， 自己 腰癌細胞に 対 して 最 も高 い 細胞傷害活性 を示 す エ フ ェ ク タ ー 細胞が 誘導され
た ． 自己腫 瘍細胞 に 対 して も 細胞傷害性を有す る これ らの エ フ ェ ク タ ー 細胞の リ ン パ 球亜群 を培養前 と
比 較す る と ， C D 3＋ ， C D 8＋細胞 が 増加 す る の に 対 し ， C D 4＋
，
C D 16十 細胞の減少が認め ら れ た ． 受 精鶏卵
の 襲尿腰上 に 移植 され た 自己腫瘍組織 に 対 する 自己 リ ン パ 球 よ り誘導 した エ フ ェ ク タ ー 細胞の 抗腫瘍活
性 を肺癌患者10例 で 検討 した ． 10例 中5例 に お い て 無添加培養リ ン パ 球注入例 と比 較し ， LA K細胞注
入例 で 高 い 腫瘍阻止率 を認 め た － ま た
， 注入 す る LA K細胞数を増加 させ る こ と に よ っ て 腫瘍阻止 率も
増加 し た 一 以 上 の 成績か ら ， 試験管内で各種の 生物学的反応変調物質くbiologic al r espo n s e m odifier ，
B R叩 を使 っ て 誘導さ れ た エ フ ェ ク タ ー 細胞の 肺癌患者 に 対す る免疫療法の 有用性が 示 唆され た ，
Key w o rds lung c a n cer， interleukin
killerc ell， Chick e mbryo
肺癌は 近年著 し く増加の 傾向 に あ りり ， そ の 予 後 も
不良で あ る － その 要因の ひ と つ と し て
， －一 般 に 肺癌患
者で は宿 主 の 免疫能が他臓器癌患者 と比 較 し て著 しく
低下 して い る こ と が 挙げ ら れ2I
，
そ の た め に 潜 在的 に




あ る い は各 種の 生 物学的 反応変
調物質くbiologicalr e spo n se m odifier ， B R Mlを用 い
2， O K－432， 1ym phokine a ctiv ated
aS Say
て ， 非特異的に 宿主 の 免疫機能 を賦 活す る こ と に よ っ
て
， 肺癌の 進 展を防止 し よ う と す る
，
い わ ゆ る免疫療
法の 試み が積極的に 行わ れ る よ う に な っ て き た 隼 特
に 最近 は ， イ ン タ ー ロ イ キ ン 2 tinterle ukin 2， IL－2I
を用 い た養子 免疫療法も 注目 され
， －1一 部臨床応用 さ れ
う る段階に 到達 して い る5I．
こ の よ う な 背景の 中で ， 賦 宿さ れ た リ ン パ 球の 自己
A bbreviatio ns ニA IT， adoptiv eim mu n other ap y 三a utOlogo u sM L T C， a utOlogo u s mixed
lympho cyte stu m o r c ellc ultu rei B R M， biologic al respo n s e m odifier3 C T L， CytOtO Xic T




腫瘍 に 対す る抗腫 瘍性 を把握 す る こ と は ， 免疫療法 を
施行 す る上で き わ め て重要で あ る0 本研 究で は ， リ
コ
ン ビナ ン トイ ン タ ー ロ イ キ ン 2 くre c o mbinantI し2，
r工し2いこよ り誘導さ れ る リ ン ホ カ イ ン 活 性化 キ ラ
ー
く1ym phokin e a ctiv ated kille r， LA KJ 細 胞や
OK．432で 誘導 され る O K－L AK 細胞 お よび rI し2 と
自 己腫瘍細胞の混 合培養で 誘導され る細胞傷害性 T リ
ン パ 球 くcytoto xic T lym pho cyte ， C T Ll の 自 己腫瘍
細胞に 対す る細腰傷害活性 ． リ ン パ 球亜 群に つ い て 比
較検討 し ， さ ら に L A K細胞 を用 い た養子 免疫療法の
実験 モ デル と し て ， 鶏卵法 を用 い て自 己 リ ン パ 球よ り
誘導 し た L AK 細胞 の 自己腫瘍組織 に 対 す る抗腫瘍性
に つ い て も検討を加 えた ．
対 象お よ び方法
工 ． 対 象
1988年2月 よ り1989 年 3月 ま で に 金沢大学第
一 外科
に 入 院し ， 病理組織学的に 肺癌 と診断さ れ た症例 の う
ち51例 を対象と し ， そ の末梢血 お よ び 切除材料を 用 い
た ． 内訳は ， 男性44例 ， 女性 7例で ， 年齢は41
ん 79歳
く平均63．6齢 で あっ た ■ 病理 組織型 は ， 扁 平上 皮癌
19例 ， 腺病23軌 巨細胞癌 4例 ， 大和胸痛 2例 ， 小細
胞癌 3例 で あ り， 病 期 分類 は ， 肺 癌 取 扱 い 規 約
く19叩 に よ る T NM 分類
6りこ よ っ た ■
工1 ． リ ン パ 球 の 分離と浮遊液 の 調整
末梢血リ ン パ 球 くpe ripher al blo od lym pho cyte s，
P B Ll の 分離 は Fic oll－ Hy paqu e 比重 遠心 法 に よ り
行 っ た ． 早朝空腹時の 患者か ら 採血 した ヘ パ リ ン 加末
梢血 20句 30ml を， 0 ．1M リン 酸綬衛生 理 的食塩水
くpH 7．41 くpho sphatebuffe red s alin e， PB Slで 2倍 に
希釈 し ， Fic oll－Hy paqu e液 く比 重1．07HLym phopr
－
ep ， Nyegaa rd， Oslo ， No r w ayI 上 に 静 か に 重 層さ
せ ， 400X g で2 0分間遠心後， 中間層 を採取 し ， ペ ニ シ
リ ン 200 Uノml， ゲ ン タ マ イ シ ン 10声 gノml を添加 し た
R P M I－1640液 くGibco ， Gr a nIsla nd， New Yo rk，
U ．S．A ．うで 3回洗浄 し ， 単核球 を分離 し た ， 次 い で ， 直
径 6c m の プ ラ ス チ ッ ク シ ャ
ー レ くFalc o n， Ox n a rd，
Califo r nia ， U ．S．A．いこ R PMI．1640液を う す く敷き ，




5 ％ C O2下 で
1時間静置後 ， 上 清液 を採取 して プラ ス チ ッ ク付着細
胞 を除去し た ． 非付着細胞浮遊液 を 200x g で 5分間
遠 心 し た 後 ， そ の 沈墟 を 非働 化 し た 牛胎 児血 清
くhe at－in a ctiv ated fetal calfs eru m ， F C SIくGibc ol を
killeri N K， n atu r al k illeri P B L， peripher al
s aline三rI し2， r e C O mbin ant inte rle ukin 2
10％濃度 に 加 えた R P Mト1640液に 浮遊 さ せ た ．
m ． 自 己腫瘍細胞 の 分 離お よ び 組織培養
肺癌切除材料 よ り採取 し た原発腫瘍組織ある い は転
移陽性リ ン パ 節を10％ F C S添加 R P M I
－1640液中で
壊死組織 を除去 し ， 眼 科用 尖刀 に て 1m m 程度 に まで
細 切 し た ． こ れ を 1 ％ コ ラ ゲ ナ
ー セ くSigm a ， St．
Lo uis， M is so u ri， U．S．A ．1 お よ び 0 ． 0 2％ DNas e
くSigm al を含 む Ha nks 液 10ml 中 に て37
O
Cで30分間
イ ン キ ュ ベ
ー 卜 し ， R P M l－1640液で 3 回洗浄 した後，
金属 メ ッ シ ュ くN B C 工業 ， 大持釘 で 濾過 し ， 1 0％
F C S添加 R P M I－1640液 を用 い た 単層培養系で増殖さ
せ た ． 通常 ， 1 旬 2週間 で 自家肺癌細胞は単層を形成
し ， Try psin
．E D T AくGibc ol 処理 に て 細胞浮遊液に し
た も の を 標的細胞お よ び自 己 リ ン パ 球腫瘍細胞混合培
養 くa utologou s mix ed lym pho cyte s tu m o r c ell
c ultu r e， a utOlogo u sM L T Cい こ用 い た ．
IV． ナ チ ュ ラ ル キ ラ
ー くn atu r al kille r， NKI細胞活
性 の 測 定
Fic oll－ Hy paque 比 重遠 心法 に よ り分離 し た リ ン パ
球 を10％ F C S添加 R P M I－1640液 で 4xlO
6
c e11sl
ml に 調整 し ， そ の100メ1 宛 を96穴平底塾 マ イ ク ロ プ
レ ー ト くFalc o nう の 各穴に 分注 し， エ フ ェ ク タ
ー 細胞
と した ． 一 方 ， 標 的細胞 と し て試験管内くin vitrolで
継代培養 した ヒ ト赤白血病細胞由来 の K 562を用 い
た ． 4XlO
6
c ellslml 濃度 の K 562細胞浮遊液 1ml
に ， 100JL Ci の Na2
51CrO．く1 00JLl くNe w Engla nd
Nu clea r
，
Bo sto n， M a ss a chu s etts ， U ．S ．Al を加え，
3 7
0
C， 5 ％ C O2下 で 1時間イ ン キ ュ ベ
ー 卜 した後 ，
R P MI－1640 液 で 3 回洗 浄 し ， 1 0％ F C S添加
R P M I．1640液 に 浮遊 させ たも の を
51
Cr 標識 K 562細
胞浮遊液 と した ． 次 い で ， 1xlO
5
c ellslml濃度 に 調整
し た 5Cr 標識 K 562細胞浮遊液 1 0月1 を前述 の エ
フ ェ ク タ ー 細胞液1 00ノJl に 加 えた くこ の 条件で エ フ ェ
ク タ ー 細胞 と標的細胞 は40ニ 1 の 比 率 と な る1－ 37
0
C，
5％ C O2下 で 4 時間イ ン キ エ ペ ー 卜し た後 ， 上 浦を各
穴か ら 100月1 宛採取 し ， 上 清中の
51Cr 放 出量 をオ ー
ト ウ エ ル ガ ン マ
ー カ ウ ン タ ー A R じ501くア ロ カ ， 東
斜 に て測定 し た ． 下記 の 算定式 に 基 づ き 特異的
5tr
放 出量 を算出 して ， こ れ を N K細胞活性値 と した ．
特異的 5でr 放出量く％1ニ
試験放出量 くcpm ト 自然放出量 くcpml
最大放出量くCpm 卜 自然 放出量 くcpml
XlOO











肺癌患者末梢血 リ ン パ 球 の 抗腫瘍活性 の 誘導
最大放出量 は標的細胞か らの 最大の
51Cr放 出量 で ， 標
的細胞に 0． 1N H ClOOJJl を加 え た時 の
51Cr 放出量
を示 し ， 自然放出量 は10％ F C S添加 R P MI
－1640 液
100メ1 を加 えて イ ン キ エ ペ
ー 卜 した 時 の 標 的細胞 の
SCr 放出量 で あ る ．
V ． 各種 培養 リ ン パ 球の 細胞傷害性 の 測定




ノml 濃度 の リ ン パ 球浮遊液 0． 4ml に 1 0％
FC S添加 R P M I－1640液0．6ml を添加 し ， 37
O
C， 5 ％
C O2下で 7日 間培養 し た ． K 562， PC－3くN K抵抗性 の
ヒ ト肺腺癌由来培養細胞株1， P C－10くN K抵抗性の ヒ
ト肺扁平上皮癌由来培餐細胞株ン， 自己 腫瘍細胞 を標
的細胞と し ， 培養リ ン パ 球 に よ る細胞傷害性 を測定 し
た ． P C．3 とP C－10の 選択は病理組織型検索結果 に 基
づい た ． 細胞傷害性の 測定は ， N K細胞活性 の測定 と
同様の 方法 を用 い て 行 っ た ．
2 ． rI L－2 の 添加培養 に よ る細胞傷害性 の 測定
4 XlOソml 濃度の リ ン パ 球浮遊液 0．4ml に 20 Uノ
ml濃度の rI L－2く塩野義製薬 ， 大 阪1 0．6ml を 添加
し， 37
0
C， 5％ CO2下 で 7 日間培養し た リ ン パ 球 を エ
フ ェ クタ ー 細胞 と し ， 同様 に細胞傷害性 を測定し た ，
標的細胞も同様 に ， K 56 2， P C－3， P C－10， 自己腫瘍細
胞を用い た ．
3 ． O K－432の 添加培養に よ る細胞傷害性 の 測定
4 X l O
6ノml 濃 度 の リ ン パ 球 浮遊 液 0 ．4 ml に
5Klin sche EinheitJml濃度の O K．4 32仲 外製薬 ， 東
刹 0． 1ml と10％ F C S添加 R P M I－1640液0．5ml を
添加 し， 37
0
C， 5 ％ C O2下 で 7 日間培養 した リ ン パ 球
をエ フ ェ ク タ 一 紙胞 と し ， 同様 に 細胞傷害性 を測 定 し
た ． 標的細胞も同様 に ， K 562， P C－3 ， PC．10， 自己 腫
瘍細胞を用 い た ．
4 ． 自己 リ ン パ 球 ． 腫 瘍細胞混合培養 に よ る細胞傷
害性の 測定
Try psin －E D T A処理 し ， 1X lO6 cellslml に 調 整 し
た自己腰瘍細胞浮遊液 1ml と50ノノgノml濃度 の マ イ ト
マ イ シ ン C を37
0
C， 5 ％ C O2 下 で 30分間培 養 し ，
RP M I－1640 液 で 3 回洗浄 し た 後
，
20 Ulml 濃度 の
rIL－2 を含む10％ F C S添加 R P M I－1640液 1ml に 浮
遊さ せ
，
マ イ ト マ イ シ ン C処理 自己腫 瘍細胞 を作成 し
た． 4 xlO6ノml濃度の リ ン パ 球浮遊液0．4ml に マ イ ト
マ イ シ ン C 処理 自 己腫 瘍細胞浮遊液0． 6ml を添加 し ，
37
0
C， 5％ C O2下で 7 日間培養 し た リ ン パ 球 に の 条
件で リ ン パ 球と腫瘍細胞 は 8 ニ 3の 比 率と な るI を エ
フ ェ ク タ 一 紙胞 と し
，
同様 に 細胞傷害性 を測定 した ．
標的細胞も同様 に ， K 562， P C－3， PC－10 ， 自己 腫瘍細
81 7
胞 を用 い た ．
V工． 鶏卵法くcbick e mbryo a ss ayI に よ る L A E細
胞の 抗腫瘍活 性の 測 定
膵卵10 日目の 鶏卵 を光 に て 透見 し， 紫尿膜上 の 血 管
の 位置 を定 め て 回転式の ヤ ス リ を用 い て 約 1c m
2
の 大
き さ に 卵殻 を開窓 した ． 直下 に あ る梁尿 膜 に 傷 をつ け
な い よ う に 霹 出した 卵殻膜 に 小さ な 傷を つ け ， 気車中
央の 卵殻 に 小孔 を開 け， その小孔 よ り気室の空気 を弱
く吸引し て卵殻膜 と梁尿膜と を剥離 した 後， 卵殻膜 を
除去 して 人 工気葦 を作成 した ． こ の 露出し た寮尿膜上
の 血 管の 発達 し た と こ ろ に ， 移植位置の 保持 と細胞 の
拡散 を防止 す る 目的 で ， 直径 8m m の テ フ ロ ン リ ン グ
を置 い て 細切 した自 己腫瘍組織 を移植 した ． 腫瘍移植
3 日目 に再 び 光 に て透見 し黎尿膜上 の 血管の 位置 を定
め卵殻膜 を露出 し， 流動 パ ラ フ ィ ン を滴下 した 0 以 上
の 操作 に よ り透見可能と な っ た 柴尿膜上 の 血 管内 に3 0
ゲ ー ジ針の つ い た 注射器 を用 い て L A K細胞 を注入 し
た ． L A K細胞 は末梢血 よ り分 離 した リ ン パ 球 浮遊液
を 20 Ulml 濃 度 の rI L－2 を含 む 1 0％ FC S 添 加
R P M 工．1640液中で ， 37
0
C， 5％ C O2下で 7 日間培養 し
た リ ン パ 球 を用 い た ． 移植 7 日目 に 紫尿膜上 に 成育 し
た腫瘍 の 重量 を 測定 し ， 対照 群 と比 較 し腫 瘍阻止 率
くtu morinhibitio n r atioI を算出し た ．
腫瘍 阻止 率く％うニ
く1－
処置群 の 平 均腫瘍重量くm gう
対照 群 の 平均腰瘍重量くm gl
ナXlOO
なお ， 血管 内に 生理 的食塩水を注入 した も の を対 照群
と し
，
原則 と し て 1群 6個の 受精鶏卵 を使用 し， 平均
値 を算出し て評価 し た ．
用 ． モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 に よ る リ ン パ 球亜 群 の 分類
ヒ トリ ン パ 球 に 対 す る各種モ ノ ク ロ ー ナル 抗体 を用
い ， 肺癌患者 か ら の 培養前お よ び 培養後 の P B Lに つ
い て リ ン パ 球 亜 群を測定 し た ． 3旬 5xlO6 c ellslml に
調 整 した リ ン パ 球浮遊液 100ノバ に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 10ノJl を加 え ， 4
0
C， 30分間静置 した ． こ れ に P B S
lml を加 え ， レ ー ザ ー フ ロ ー サイ ト メ ー タ ー Spe ct－
r u mlIIくOrtho Diagn o stic Syste m ， Ra rita n， Ne w
Je rs ey ， U ．S，A ．1 に よ っ て 蛍光陽性細胞 を測定 し た ．
使用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 は ， す べ て市販 で 蛍光標識さ
れ た も の で あ り
，
末 楷 血 丁 細胞 に 反 応性 の Le u，4
忙D31， ヘ ル パ ー ノイ ン デ ュ ー サ ー T細 胞 に 反 応性 の
Le u－3aくC D 41， サ プ レ ツ サ ー l 細胞傷害性丁細胞 に 反
応性 の Le u－2a くC D 81， N K 細 胞 に 反 応性 の Le u．7
くC D 571， N K 細胞 お よ び 好中球 に 反 応性 の Le u－11
くC D161 くBe ckto n－D ickin s o n， M o u ntain V ie w ，
818
Califo rnia ， U ．S．A－1 を 用 い た ． ま た ， rIL－2，
O E－432 また は自 己腫瘍細胞 を添加培養 し た P王ヨL に
つ い て も同様 に リ ン パ 球亜 群 を測定 し た ．
用 ． 測 定値 の 有意差検定
細胞 傷害活性 の測定値 は ， 平 均 値 士 標 準偏差
くm e a n士S■D，l をも っ て示 し た ■ 対応 の あ る 場合の 平
均値 の有意差検定 に は ， 対応 の あ る標本 の t検定 を用
い
， 多群問の 有意差検定 に は
，
分散分析後 ， Du n c a n
法 を用 い ， 危険率5 ％以 下 を有意差 あ り と判定 し た ．
成 績
工
． 肺癌腫 瘍 の 初代培養
肺癌手術例30例 に 対し ， 切除 材料 よ り採取 した原発
巣あ る い は転移陽性 リ ン パ 節 を用 い て組織培養 を行 っ
た ． 通常肺癌細胞 は ， 1 へ 2週 で単層 シ ー ト状 に 増殖
し ， 島状ある い は敷石 状 に 上 皮細胞が集団 を形成 して
い た が
，
2週目 を過ぎる と線維芽細胞の増殖が 旺 盛に
な り， 上 皮細胞の 周辺 に 観 察さ れ た く図1I． 培 養成功
例は22例く73．3％I で ， 内訳 は 属平 上皮癌 8例 く72．7
％1t 腺病 9例く75．0％1， 巨細 胞痛 3例く100． ％J， 大総
胸痛 1例く50．0％1， 小細胞癌 1例く50．0％1 で あり 煉
り ， 不成功例の主た る原因 は混合感染 であっ た ．
工1． E 562， 培養肺癌細胞乳 自己腫瘍細胞 に対 す る
無添加培養リ ン パ 球 の 細 胞傷害活性 の 比較
肺癌患者10例の 末楷血 リ ン パ 球 を無添加 の 培養液中
で 7 日間培養 し ， K 562， PC－3 また は PC－1 0， 自 己腰
瘍細胞 に 対す る傷害活性 を培養前 ， 培養 3 日日 ， 7日
目 に 測定 した ■ 無添加培養 リ ン パ 球 の K 562に 対す る
傷害活性 は常 に30％以上 を 示 した が
，
7 日間の 培養で
も 傷害活性の増強は認 め ら れ な か っ た ． 一 方 ， 培養肺
癌細胞株 ， 自己 腫瘍細胞 に対 す る細胞傷害特性 は微弱
であり
，
0 ， 3， 7 日目い ずれ に お い て も K 562に 対
す る活性と比較 し有意 に くpく 0． 川 低値 を 示 し た く図
21．
田
工I． 各種 鼠RM 添加培養 リ ン パ 球 の 検討
肺癌患者15例の 末柵血 リ ン パ 球 に r工し2， OK －432お
よ び r工し2 と自己 腫瘍細胞 を添 加 し て そ れ ぞれ 7日間
培養 し， リ ン パ 球 数と各種標的細胞 に 対 する 傷害活性
を比較 し た ．
b
Fig－ 1． M ic ro s c oplC al findings of cultu red
tu m o rc ells■ a ， Cultu r ed ade n o c a rcin o m ac e11s
Sho wing c obble sto n e－1ike ap pe a r a n c e at7 days
Of c ultu reくX200 by pha sec o ntr a st micr o sc op－
eンニ b， Cultu red squ a m o u s cellc a r cino m a c ells
at 7 days of c ultu reくX200 by pha s e c o ntr ast
mic r o s c opeJ．
Tablel． Prim a ry tiss ue c ultu r e of v ariou s c elltypes
celltype
No．oftu m o rs No ．oftu m o rs cultu r epo sitiv e
tested c ultu red ratio く％l
Epider m oidc a rcin o m a
A de n o c a rcin o ma
Gia nt ce11c a r cin om a
La rge c e11c a r cin o m a





















T he tis s u e spe cim e n sfr o mprim ary site s
C a n C erPatie nts w e re c ultu r ed．
O r meta Static lym ph n ode s of lu ng
肺癌患者末輸血 リ ン パ 球の 抗腫瘍活性の誘導
0 3




































Fig． 2． Com pa ris o n of cytoto xic a cti vity of
P B Lagain st v ario u s ta rget c ells． P B L
く1．6XlO
6
c ellsJ w e re c ult r ed in R P M I－1640
s up plem e nted with lO％ F C Sa nd te sted fo r
lysis of K 562くO J， P C－3 0 r P C－10く争1 a nd
a utologo u stu m o rく口1c ells at O， 3 a nd 7days
of c ultu repe riod． Test w a sperfor medin
5Cr
spe cific r ele a s e a ss ay． Data are show n a s
m e a n士S．D ．
．
， pく0．01v s． K 562gr o up by
A N O V Afollo w ed by Du n c a n
，
s m ultiple












Fig， 3． C ha nge sin the n u mbe r of P B Lwith
C ultu r e c o nditio n． P B Lく1．6x lO6 c ellsJ w e re
C ultu r ed in R P M I－1640sup ple m e nted with l O％
FCSa nd c o u nted fo r n u mbe r at l， 3， 5 a nd 7
day of cultu repe riod． Data a re sho w n a s
m e a n士S．D ． ． 0 ， n O addition 上砂， with rI し2
く20 Uノmli 閂， With OK－432く0．5 K El mlニ A ，
With rI L 2く20Ulml a nd a utologo u stu m o r
Cels． ＋ ， pく0．01 v s． n o ad dit o n gr o up by
A NO V A follo w ed by Du n c all
，
s m ultiple
C O mpa ris o n．
81 9
Co ntr ol r王レ 2 0K－ 43 2 rlL－ 2 十訓 止 OIo 90 uS
tu mo r c 81ls
Co ntr ol rlL－ 2 0 K－ 432 r工L－ 2十8 此 Olo go u s
tu m or 亡母lls
Co ntrol rIL－ 2 0 K－ 432 rIL－ 2＋a u IOLogo u s
Fig． 4． Kin etic s of cytotoxic activity of P B L
Stim ulated with rI L－2， O K－4 320 r rI L－2 plus
a utologo u stu m o r c ells again st K 562くal， P C－3
0 rP C－10くbl a nd a utologo u stu m o rくCI c ells．
P B Lく1．6火106 c ellsI w e re c ult r ed in R P M I－
1640s up ple m e nted with lO％ F CSa nd r．I L－2，
O K－4320 r rI し2a nd a utologo u stu m o r c ells，
a nd te sted fo rlysis of K 562， P C．3 0 r P C－10
a nd a utologo u stu m o r c ells at 7 days of
Culture period． Test w a s perform ed in
51
Cr
Spe Cific relea s eas say． Data are sho w n a s
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1 ． 培養後の リ ン パ 球数の 変化
培養 リ ン パ 球 数は ， い ずれ の 群 に お い て も培養開始
後 1 日目 に 減少す る が ， そ の 後 7 日目ま で 徐 々 に 増加
した ． 1．6XlO
6
の 細胞数で 培養 を開始 し ． 7日 目に は
無添加群く平均1．88Xl Oう に 対 し， r工し2 添加群く平均
2．55Xl Oう， OE．－432添加群く平均2．2 7XlOり， rm
－2 と
自 己 腫瘍細胞添加群 く平均2． 3 4X l叩 で は 有意 に
くpく0．01 リ ン パ 球数 が増加 した く図 31－
2 ． 各標的細胞 に 対す る細胞傷害活性 の 増強
E 562細胞 を標的細胞と した 場合の 傷害活性 は ， 無
添加群で32．3 士8．7％ ， r工L－2 添加群で49．7士9 ．2％ ，
O K－432添加群 で60．1士11 ．6％ ， r工し2 と自己 腰瘍細胞
添加群 で3 0． 7 士9．3％ で あ っ た ． 無添 加群 と比較 し
rI し2添加群 ， OKt432添加群 に お い て傷害活性 は有意
に くpく0．0い 増強され た く図 4al■
PC－3 細胞 ま た は P C－1 0細胞 を標的細胞と した 場合
の 傷害活性は ， 無添加群く11．4 士2．8％1 で は ほ と ん ど
傷害活性 を認 め な か っ た の に 対 し ， rI し2添加群
く46．6 士6． 9％ナ， O K－432添 加群 く4 6．2 士1 1■ 1％1，
r工し2 と自己腰癌細胞添加群く32．9 士10．7％1で は 有意
に くpく0．0い 増強さ れた く図 4bト
自己腫瘍胡胞 に 対す る傷害活性も t 無添加群く8－8士
2．8％1 で は ほ と ん ど傷害活性 を認 め な か っ た の に 対
し ， 添加群で は い ずれ も著明 に 増強 さ れ た ． 特 に ，
r王し2 と自己 腫瘍細胞添加群 で は57．4 士8．5％ と 最 も
高い 傷害活性 を示 した く図4cl．
n L各種 B R M添加培養 リ ン パ 球の リ ン パ 球亜 群の
変化
リ ン パ 球亜 群 を ， 培 養前 ， 無添加培養 ， rI し2添加培
養 ， OE－43 2添加培養 ， rl し2 と自己腫瘍細胞添加培養
の 5群 に つ い て検 討 した く表 21． 無添加培養 で は ， 培
蓑前 と比較 し各 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体陽性細胞の 割合に
差 は なか っ た ． rIL－2 添加培養で は ， C D3＋ く末梢血丁
細胞 に 反応性ナ， C D 8＋ け プ レ ツ サ ー ノ細胞傷害性丁細
胞 に 反応性1 細胞が有意 に くpく0．0い 増加 し ， C D4＋
ト ル パ ー ノイ ン デ ュ ー サ
ー T 細胞 に 反 応性1， C D16＋
くN K細胞 お よ び好中球 に 反応性1 細胞が有意 に くpく
0．01 減少した ． OE －432添加培養 お よ び r工L－2 と自己
腫瘍細胞添加培養で も ， ほ ぼ 同様 の 傾向が み ら れ，
C D 3十 ， CD 8
＋ 細 胞 が 有 意 に くpく0 ． 0い 増加 し ，
CD 57
＋ くN K細 胞 に 反応性1， C D16
＋ 細 胞 が 有意 に
くpく0．01 減少した ．
V
． 鶏卵法 に よ る L A E細胞 の 抗腫瘍活性の 測定
肺癌患者10例く腺病 5例 ， 扁平上 皮癌 3例 ， 大細胞
癌 1例 ， 小細胞癌 1例1 の 切除材料 よ り採取 し た腫瘍
組織 を用 い て ， L A K細胞の生体内くin viv olに お ける
抗腫瘍活性を鶏卵法に よ り検討 した ． 手術 の 5 日前に
肺癌患者の末棺血 よ りリ ン パ 球を 分離 して rl し2と共
に 7 日間培養 を行い L A K細胞 を作製 した ． 前述の腫
瘍 を細切 し て膵卵10 日目 の 受精鶏卵梁尿膜上 に 移植
し ， 移植後 3 日目 に 作製 した L A K細胞 を 1へ 3XlO
6
個 華尿膜 上 の 血管内に 投与 した ． 投与後 4 日目 に成育
した 腫瘍 を摘出 して 抗腫瘍効果を判定 した ．
rI し2 を加 えず に 培養 した リ ン パ 球 く正 常 P B Ll を
投与 した 群 に 対 して L A K細胞 を投与 した群で は， 10
例 中5例 に よ り 高い 抗腫瘍効果が認 め られ ， 2例 に効
果 な く ， 3例 に L A K細胞 の投与 に よ り腫瘍が増大す
る 結果が得ら れ た く表 31． 一 方 ， 症例 数は 3例と少な
い が ， 投与す る L A K細胞数 を変 える と細胞数 に依存
し て抗腫瘍効果の増強が認 め られ た く図 51． こ の 実験
事実 は ， L A K細胞 の抗腫瘍効果の 発現 に は エ フ ェ ク
タ ー 細胞 と標的細胞 の 比率が重要 で あ る こ と を示唆し
Table2． C hangeSin phe n oty pe of P B Lstim ulated by rI し2， O K
－4320 r rIL－2 plu s a utologo us
tu m o r c ells
Gr o up
くn ニ 71
Ratio く％lof P B Lpo sitiv ein r eactio nto m o n o clo n al a ntibody
Le u－4 Leu－3a Le u－2a Le u－7 Le u－1 1
くCD 31 くC D 41 くC D81 くC D 571 くC D 16
Pr ein c ubatio n
No ad dito n
W ith rI し2
Witb O E．－432
Witb r王し2 plu s a山0
－
logo us tu m o r cells
53．3 士4．5 33．2 士2．9 22．6士3．7 21．7 士4．1 14．1 士3．1
58．6 士7．7 36．4 士9．3





26．4土4．7 21．6 士6．9 14．0 士1．6
47．0 土8．2
ヰ 27． 9 土3．8 8．1士2．7
ヰ
32．6 土6．2傘 17．4土4． 3
ヰ 8 ．7 士3．6ヰ
47．6 土8．7奪 1 3．3士2．7
ヰ 6．0 士2．6
ホ
P B Lく1．6XlO6 c ellsI w er e cultu red in R P M I－1640s up plem e nted with l O％ F C Sa nd rIし2， O K－4320 r
r し2plu s a utologou stu m o r c ells． Data a r e sho wn a s m e a n士S．D ． ．
＋
， pく0．01 v s． data of pr ein c ubatio nby A NOVA fo1lo w ed by Du n c a n
，
s m ultiple c o mpa ris o n．
肺癌患者末棺血 リ ン パ 球の 抗腫瘍活性の 誘導
てお り ， 今回の 実験 で 腫瘍 が増大 した 例 お よ び L A K
郷胞投与 の 効果 が認 め ら れ な か っ た 例 に お い て は エ
フ ェ ク タ ー 細胞の比率が十分で なか っ た こ とが そ の 一
因とし て考 え られ る ．
考 察
Taka s ugiら乃 に よ り試験管内に お け る 正 常 リ ン パ
球の 腫瘍細胞 に 対す る 傷害性 が報告 さ れ ， ま も な く
Kie ssling ら
糾 に よ り ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー くn atu r al
kille r， N Kl 細胞と命名 され た N K細胞 は ， 腫瘍細胞
に対す る生体の 自然抵抗力 の 要困と な っ て い る も の
で， 前感作 な し に 腰癌細胞 に 対 す る 傷害能 を発揮 す
る
gI
． よ っ て ， 生体内 に お ける N K細胞 は腫瘍発生の
初期 に作 用 し て その 予 防や 抑制 ， 転移 の防止 な ど に 関
与して い る可能性が強く 示 唆さ れ る ． 癌患者の N K活





























Fig． 5． Po sitiv e c o r relatio n ofthe tu mor inhib．
itio n r atio a nd the n u mber of L A Kc ells u slng
Chick e mbryo a ss ay． T hr e e c a se s of data
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の 症例 に つ い て の 報 告が あり ， い ずれ も痛 の 進行 と と
も に NK 活性 は低下す る傾向に ある と され て い る ．
N K細胞活性 を低下さ せ る原因 と して は ， 担癌生体 に
お け るサ ブ レ ツ サ ー 細胞 の 出現
ISI
， 流血 中の 可溶性免
疫複合体 刷 や プ ロ ス タ グラ ン ディ ン の 存在
17，
， 低栄 養
状態121 な どの 報告 が あ る ． き ら に ， 試 験 管内 で の
N K細胞活性 の 測定 に は標的細胞と し て K 5 62細胞な
どの 造血 系の 細胞が用 い られ る こ とが 多く ， ヒ ト の固
形腫瘍細胞 に 対 して N K細胞が抗腫瘍性 を発揮 す る
か が 問題 と な る ． 本研究 に お い て ， 切除材料 よ り組織
培養を行 っ た自己腰 瘍細胞 を標的細胞 と し て N K細
胞の 細胞傷害性 を検討 し たが ， K 562細胞 を標的細胞
と した場合 と比 較 し， ほ とん ど細胞傷害性が認 め られ
なか っ た ． す な わ ち ， 自 己腫瘍細胞 に 対す る N K細胞
活性は10％以 下 で あ り ， こ れ は N E細胞抵抗性の ヒ ト
肺腺癌由来培養細胞株 の P C．3細胞お よ び 同扁平上皮
癌由来培養細胞株 の P じ10細胞 を標的細胞 と し た
NK 細胞清性 と ほぼ 同様 の 数値で あ っ た ． よ っ て ， 患
者の 末梢血 中に 存在す る NE 細胞で は ， 宿主内に 発育
した 腫瘍 に 対 す る免疫学的抗腫瘍活性 を期待 す る こ と
は不可能 である と考 えら れ た ，
一 方 ， 胆痛生体 で の 低下 した N K活性の 増強や抗腫
瘍活性を も つ 細胞の 誘導に 関 して ， Grim m ら18Jが 興
味ある キ ラ ー 細胞群の存在 を報告 した ． 痛患者末棺血
リ ン パ 球を 工L－2 存在下に 3ノ ー 4日 間培養す る と ， 自
己の 固形腫 瘍 も含 めた N K細胞抵抗性 の 各種腫瘍細
胞 を傷害す る細胞が誘導さ れ た ． こ の 細胞 は前感作 を
必 要と せ ず， L A K細胞と命名さ れ た ． こ の 細 胞の 細
胞傷害性の ス ペ ク トラ ム は 内因性 N K細胞 よ り 明 ら
か に 広く ， 自己腫瘍細胞の み で なく 同種腫瘍細胞を も
傷害 しう る特性 を も ち ， 従来 の 腫 瘍免疫反応に お け る
Co ntroI No ad diton gr o up L A Kc cllgro up
T u m o rw eight Tu m o r w eight 7nhibitio n T u Tn O r W Cight lnhibit o n
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特異性 をも っ た細胞傷害性 リ ン パ 球 と は異な る 機能細
胞 と考 えら れ て い る 嘲 ．
工し2 は最近 ， 抗腫瘍免疫の分野 で 注目さ れ て い る リ
ン ホ カイ ン の 一 つ で ， Gilis ら
201
に よ っ て機能性 丁細
胞 の長期継代培養を可能 に す る T 細胞増殖因子 と して
発見 さ れ た ． そ の 性状 は ， T 細胞 くC D 4＋ 細胞21り や
N E細胞 幼 が 塵 生す る分子 量15000くじ り の 糖蛋白 で
ある ． 最近の 遺伝子工 学の 進歩 に よ り ， 大腸菌 を利用
して r工し2 が容易 に 得ら れ る よ う に な り ， そ の 生物学
的活性も証明さ れ て い る a l． こ の I し2を用 い ， マ イ ト
マ イ シ ン C処理 ま た は X線照射 した 癌細胞 で リ ン パ 球
を感作 し ． 王L－2存在下で増殖 さ せ て 特異的抗腫瘍活性
を も つ リ ン パ 球 くcytoto xic T lym pho cyte ， C T Ll を
誘導し よう と す る試み が Za rling ら
241に よ っ て 捷唱さ
れ た ． C T Lの 基礎研究 は L A Kよ りも はる か に 古く ．
rl し2 が作製 さ れ る以前く粗製 I し2の 時代ン か ら行わ
れ て お り ， 免疫 マ ウ ス の リ ン パ 球 を腫瘍細胞抗原と混
合培養 して 感作 し， 次い で 粗製 工L－2 に て 増殖 さ せ る
と い う 方法で C TL を誘導し た ．
OE－432 は ， B RM の 一 種 で 広く 臨床応用 さ れ て お
り
4汚潮
， また 1 し2誘導作用 を有す る こ とも 知ら れ て い
る ． O K．432と とも に末輸血 リ ン パ 球 を 2 日 間以 上 培
養 す る と ， I し2刺激 と同様 に ， N K 細 胞抵抗性 の
Raji 細胞や Da udi細胞 に 傷害活性 を もつ L A K様細
胞くOE－ LAK 細胞1が誘導さ れ る 抑 ．
今 回 ， 肺癌 患者末梢血 リ ン パ 球 よ り L A K細胞
，
O K－L A K細胞 お よ び C T Lを誘導 し ， こ れ らの エ フ ェ
ク タ ー 細胞 の 表現型 と試験管内で の 細胞傷害活性を検
討 した ． 表 現 型 の 変 化 を 見 る と ， L A E細 胞 ，




＋ 細胞が 有意 に増加 し て お り ， サ プ レ ツ
サ ー や細胞傷害性機能 をも つ T 細胞が著 しく 増加 して
い る こ と は注目 に 催 す る ． L A K細胞 で は ， C D 4＋ ，
C D 16＋ 細胞が 有意に 減少 し たの に 対 し ， O K－L A K細
胞 と C T Lで は ， C D 57
＋
， C D 16
＋ 細胞が有意に 減少し
た ． L AK 活性 を示 す前駆細胞 と して は ， T 細胞由来
くヒ トで は CD3 十， C D
8＋
1
271と す る 報告や ， N K細 胞由来
胡1
， ヌ ル 細胞くn ullc ellI由来 和す る報告もあ り ， 一 定 の
見解 が得ら れ て い ない ． した が っ て ， L AK 細胞 の 表
現型 も様々 で あ る ． 熊谷ら 卸Iは ， 前駆細胞 が C D 16＋ ，
C D3－の N K細胞で ，L A K細胞 も同様 で あ る と報告 し
て い る ． 本研究 で は ， L A E細胞 の 表現型 で は C D 3＋ ，
C D8十 の 細胞が 著明の増加 して い る こ とか ら ， そ の 前
駆細胞が T 細胞由来 と す る 報 告 に 一 致 し て い る ．




， CD 57－と す
る工cbin oら31Iの報告 と同様 で あ っ た ． 一 方 ， 細胞傷害
活性 に 関 して は ， N K感受性株の E 562細胞 に対す る
細胞傷害活性 は ， L A K細胞 ， O K－ L A K細胞で著明に
増強 され た ． N K細胞抵抗性の ヒ ト肺癌由来培養細胞
株や肺癌自 己腫瘍細胞 に 対す る細胞傷害活性 は L AK
細胞 ， OK ．L A K細胞 お よ び CT Lの い ずれ に お い ても
著明 に 増強 され ， 自 己腫 瘍細胞 に 対 して は C T Lに お
い て と く に 高 い 活性が 得 られ た ． Ro se nbe rg ら 叫 は腫
瘍浸潤 リ ン パ 球 を用 い た 癌免疫の研究で腫瘍浸潤 リ ン
パ 球の 有効性 を指摘 し ， S hu ら 瑚 は胆癌脾細胞を腫瘍
抗原 と 工し2 を 用 い て 培養 し た エ フ ェ ク タ ー 細 胞が
L A K細胞単独 よ り は るか に 有効で あ る と 報告 して い
る ． す なわ ち ， C T Lを用 い た 癌治療が 理 論的に 最も
有効 と考 え られ るが ， 実際 に 個々 の 病症例 にお い て特
異的 な腫瘍抗原 で リ ン パ 球 を感作 し ， 治療上 有効 な数
の エ フ ェ ク タ ー 細胞 を誘導す る こ と は 困難 で ある ．
今回 の 研究で は ， C T Lの 誘導の た め に 自 己腫瘍培
養細胞 を用 い た が ， 手術時の 切除材料 を用 い た ので培
養時 に 混合感染 を生 じ る こと が 多か っ た ． 最近， よ り
簡単 な操作で短期間 に 均 一 な 癌細胞 を継代培養する方
法 叫 も研究 さ れ て お り ， 実用化 され れ ば C T Lを用い
た特異的免疫療法が臨床応用 され る 可能性がある ． ま
た ， CT Lの誘導 に お け る他の 方法と して ， 菅 ら
35Jの可
溶性腫瘍抗原で リ ン パ 球 を感作す る 方法や腰瘍浸潤リ
ン パ 球 を用 い る方法 もあ るが ， そ の 誘導や 投与方法な
ど に つ い て は問題が あ り ， 今後さ ら に 検 討さ れ るべ き
で あ る ．
現時点 で は 工し2 を添加 して 培養す る だ け で誘導さ
れ る L A K細胞 を用 い た 治療 が癌免疫療法 の 中心と
な っ て い る ． こ の う ち ， Iし2 を直接生体内に 投与 し内
因性の L A K細胞 を誘導す る方法 は ， 生体 内に 投与さ
れ た 王し2 の 血 中半減期が約 3分と極め て 短い こ と誕I，
1 L－2 の 大量投与 に つ い て は ， 毛細血管透過性漏出症候
群くCapilla ry pe r m e abilityle ak syndr o m elと い う極
めて 重篤 な副作用 の 出現が報告さ れ た こ と
32I
， な どか
ら ほ とん ど注目さ れ ず ， 最近 で は 試験管内 で 工し2 に
よ り誘導さ れ た L A K細胞 を投与 す る 養 子 免疫療法
くadoptiv eim m u n othe r ap y， AI Tlが 主 流 と な っ てい
る ． Ro s e nberg ら
371は ， L A K細胞 と rI し2 を併用し
た 養子 免疫療法の治験 を行い ， 悪 性黒 色腫 の 皮膚転移
巣の完全消失 ， 結腸癌， 胃癌 ， 黒 色腰 肺転移巣お よび
肺癌原発巣の 縮小な ど， 25例 中11例 に 何 ら か の 効果が
得 られ た こ と を 報告 し た ． 当教室 に お い て も 清水川
が ， 原発性あ る い は 転移性肺腫瘍患者 に 対 し， 高密度
自動細胞培養装置に よ り 大量 に 培養 し た L A K細胞を
気管支動脈よ り注入 して t 7例 中5例 に 何 ら かの 抗腫
瘍効果が認め られ た こ と を報告し た ．
肺癌患者末棺血 リ ン パ 球の 抗腰瘍活性 の 誘導
本研究で は ， 臨床 的養子免疫療法 の 実験 モ デ ル と し
て鶏卵法 を応用 し た ． 本法 は ， 1912年 M u rphy38，に よ
る鶏卵の 費尿膜上 に じ 卜腰痛が移植可能 で あ る との 報
告か ら開発 され ， 佐々 木 ら に よ り抗癌剤感受性試験 ，
ヒ ト腫瘍 を用 い た抗腫瘍剤の ス ク リ ー ニ ン グ ， 転移巣
の検索な ど へ の 応用 と い う よ う に 発 展 し て き た 勒 嘲
今回は， 手術時 に 切除 した腫瘍 の 組織片 を貯化鶏卵の
寮尿膜上 に 移植 し ， 生者 した腫瘍の 腫瘍血管内に リ ン
パ球 を注入 して ， 抗腫瘍効果 を検討 した ． 10例中 5例
に おい て ， L A K細胞注入時の 腫瘍阻止率が 無添加培
養リ ン パ 球注入 時の それ を上 回 っ て お り ， L A K細胞
の鶏卵寮尿腰上 に 移植 した腫瘍 に 対す る抗腰癌性が証
明され た ． しか し， 無添加培養 リ ン パ 球注入 時で も 生
理的食塩水注入時と 比 較 して腫瘍重量が減少 した症例
が存在し た こ と は ， 注入 した リ ン パ 球が 細い 腫瘍血管
内で 塞栓様効果 をも た ら した可能性がある ． こ れ に 関
しては ， 臨床に お い て気管支動脈の よう な 腰瘍の 栄養
血管内に 大量 の L A K細胞 を直接注入 す る 養子 免疫療
法に お い て も 同様 で あ り ， 今後の 検討を 必 要と す る ．
さ らに
， 注入 す る L A K細胞数と腫瘍阻止率と の 関係
を注入細胞数を 2倍 に し て検討 した結果 ， 3例全例 に
お い て正 の 相関が得 ら れ ， 抗腫瘍性 の 顕著な増強が み
られ た ． 本研究 で は ， プ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ を培養容
器と し て用 い た静置培姜 を行 っ て お り ， L A K細胞 は
7 日間の 培養 で は 1． 5倍 程 度 に し か 増 加 せ ず ，
10む v lO7個の 細胞 し か 回収で き な か っ た ． 臨床例 で 養
子免疫療法を行う場合 に は ， 1010個以 上 の L A K細胞
を回収す る必 要 があ り ， 高密度自動細胞培養装置等 を
導入 し ， 高密度 で 長期間 ヒ トリ ン パ 球 を培養 す る方法
が必要 で あ る 川 ． 臨床 に お い て L A K細胞 を用 い た 痛
免疫療法 を行う場合 に は ， そ の 多くが 固形癌 に 対す る
抗腫瘍性を目的 と し てお り ， 癌細胞 だ け で な く腫瘍の
問質， 腫瘍組織内の 免疫反応の 影響 も関与 し て い る ．
鶏卵法 は ， 栄養血 管 を有す る腫瘍組織 に 対 す る エ フ ェ
クタ ー 細胞 の 抗腫瘍効果 を検討す る も の で
， 腫 瘍細胞
と エ フ ェ ク タ ー 細胞と の 接触条件 ． 問質 の 影響お よ び
移植腫瘍組織内の 本来の 免疫 反応 な どの 複雑 な要因が
関与す る と い う 意味 に お い て ， 臨床 に お ける 養子 免疫
療法と非常 に 類似 した モ デ ル と考 え られ る ． 生 体内の
抗癌剤感受性試験法と して 臨床成績 と高 い 相関 を示 す
鶏卵法に お い て L A K細胞 の 抗腫 瘍活性が証明 さ れ た
こと で ， L A K細胞の 養子 免疫療法の 臨床上 の 有用 性
が示唆さ れ た ． さ ら に ， L A K細胞 よ り特異的抗腰瘍
活性 を有 す る C T Lに つ い て も 基礎的研究 を 重ね ， こ
れらの エ フ ェ ク タ 一 紙胞 を用 い た 免疫療法の さ ら な る
展開を期待 した い ．
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結 論
肺癌患者末梢血 リ ン パ 球 か ら誘導さ れ る 抗腫 瘍活性
を検討す る目的で ， 各種 B RM 添加培養リ ン パ 球の 細
胞傷害活性
，
リ ン パ 球亜 群の 変化 ， さ ら に は L A K細
胞の鶏卵法 に お ける抗腫瘍活性に つ い て検討 し ， 以 下
の 結論を得 た ．
1 一 肺癌組織の 初代培養 を30例 に 対 して施行 し ， 22
例 く73．3％I で 成功し た ．
2 ． 末梢血 リ ン パ 球 の単独培養 では ， K 562に 対 す
る細胞傷害性 は認め られ る も の の ， 同種培養肺癌細胞
株や自己腫瘍細胞 に 対 して は ほ と ん ど細胞傷害性を認
め な か っ た ．
3 一 末棉血 リ ン パ球 に rル 2 や O K．432 を添加 して
培養 す ると ， E 562に 対す る細胞傷害性が増強 さ れ る
と と も に ， 同種培養肺癌細胞株や自己腰 癌細胞 に 対 し
て も著明 な細胞傷害性が誘導され た ． また ， リ ン パ 球
自己腫 瘍細胞混合培養 で も 同様で ， 特 に 自己腫瘍細胞
に 対 して き わ め て強い 細胞傷害性が誘導で き た ．
4 ． 培養後 の リ ン パ 球亜群 に つ い て は ， 無添加培養
リ ン パ 球で は培養前 と ほ と ん ど変化 は な か っ た が ，
B R M添加培養リ ン パ 球で は い ずれも C D 3＋ ， C D 8十 細
胞の 増加 に 対 し て ， C D4十 ， C D1 6十 細胞 の 減 少 が認 め
られ た ．
5 ． 鶏卵法 に お ける抗腫瘍効果は ， 10例 中5例 に お
い て 無添加培養 リ ン パ 球 よ り LA E細胞で 高い 腰 瘍阻
止率 を認 め た ． また ， 注入 し た L A K細胞数 と腰 瘍阻
止率は 3例全例で 正 の 相 関が み ら れ た ．
以 上 よ り ， 肺癌 患者 に 対 す る 免疫療法 に お け る
I し2や O K－432 の 重要性 ， す な わ ち ， 試験管内で こ れ
らの B R Mで 誘導さ れ た エ フ ェ ク タ ー 細胞 の 自己 腫 瘍
に 対す る有効性が明ら か に な り， 自己 腰瘍細胞傷害性
リ ン パ 球 に よ る 養子 免疫療法の 有肝 性が 示唆 され た ．
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The tu m oricidal activity of peripher al blo od lym pho cytesくP BLI against autologo us
tu m or c ells in lu ng c a n cer patie n ts w as studied uslng Va rio us ass ay m ethods． Na t ural
k ille r くN KI c ell ac tivity， indu ction of cytoto xic a ctivity by re co mbin a nt interle ukin 2
くrI L－21， OK －4 3 20r a utOlogo us mixed lymphocytes tu m o r cel cultureくM L TCl a nd
identification of lym pho cyte subse ts an alysis u sing m on oclonal antibodies w ere assayed．
As a n experim ental m odel of adoptiveim m u n otherap yくAI Tl， the tum oricidal activity of
lymphokine activ ated ki11erくL AKI cells， induc ed fr o m a ut ologo u sPB L against aut ologo us
tum o rtissue， W aSStudied using the chick e mbryo e mbryo a s s ay． W he n the P B Lw e re
C ultur ed witho u t an inducing substan ce， CytO tOXic activity w a s n ot obser ved against
N K－r e Sista n thu m a nlu ng tu m or c ell lines or a ut ologous tum o r cells． Therefo r e，
SpO ntane O u Stu m Oricidal activity of PBL w as n ot expected． W hen a 7 －day cultu re of P B L
Stim ulated with rI L－2 0r O K － 43 2w a s u s ed， their cyt oto xic activity w asgre a tly enha nced
againstNK －r eSista nthu m an lu ng tu mor c ell lines a nd a utol go us tu m o r cells， a S W ellas
K56 2． Whe n the 7－day culture oI P B Lwith rI L－2 and a utologous t um o rc e11s tr ea ted with
mito mycin CくM M CI w as used， thc cytoto xic effect or ce11s with the strongest tu m o ricidal
activity against aut ologo us tu mo r cellw ere induc cd． An alysis oL lymphocyte subsetsofthe
effecto r cclls cytoto xic against a u tol go ustu m or cells sho w ed that the CD3
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a nd CD 8＋
c e11s incre ased a nd C D4＋ and CD 1 6＋ ce11s decreased after inc ubation with rIL－2 a nd other
Stim ulan ts． The a ntitum or a ctivity oLthe eLfector c ells， induced tro m aut ologo usP B L， W a S
Studied against the aut ologo u s tu m or tissue sim pla n ted ont o the chorioalla ntoic m em brane
Of chick e mbryo． h 5 0 ut Of 1 0c ases， the tum o rinhibitio n ratio w ashigher with the
injectio n of LAK cells than with the injectio n of lym phocytes cultured with no addit on．
The tu m or inhibitio n ratio c orrelated with the n u mber of injected LAK cells． Fr o mthese
findings， the effcctor c ells indu ced in vitro u sing v arious biologic al re spons e m odifiers
くB R Ml m ay be u seful for im m u notherap yin lung c an c e rpatie nts．
